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While  the  identity  and  functions  of  intracellular  heat  stress‐responsive  proteins  have  been 
extensively studied, the heat response of proteins secreted to the extracellular matrix is unknown. 
Here, we used Sorghum  bicolor,  a  species  adapted  for growth  in hot  climates,  to  investigate  the 
extracellular heat‐induced responses. When exposed to 40 C for 72 h, heat‐sensitive Arabidopsis 
cell  suspension  cultures died, while  ICSB338  sorghum  cell  cultures  survived by  activation  of  a 
transcriptional response characterized by the  induction of HSP70 and HSP90 genes. Quantitative 
proteomic analysis of proteins recovered  from cell culture medium revealed specific heat stress‐
induced  protein  accumulation  within  the  sorghum  secretome.  Of  the  265  secreted  proteins 
identified, 31 responded to heat (2‐fold change), with 84% possessing a predicted signal peptide 
for  targeting  to  the  classical  secretory  pathway.  The  differentially  accumulated  proteins  have 
putative  functions  in  metabolism,  detoxification,  and  protein  modifications.  A  germin 
(SORBI_3003G427700) was highly heat‐inducible at both protein and gene level. Overall, our study 
reveals new insights into sorghum responses to heat and provides a useful resource of extracellular 







plants  [1].  Different  plant  species  tolerate  specific  temperature  ranges  for  normal  growth  and 
physiological  functioning  [2–5]. Outside  these optimal ranges, plants experience varying  levels of 
temperature stress [5], depending on the duration of exposure, intensity, and developmental stage 
[2,6]. In agroecosystems, high temperatures negatively affect plant growth and yield [7]. Future losses 
in agricultural productivity are  inevitable as climate change  is predicted  to  increase both ambient 
temperatures and frequency of drought spells [8]. Therefore, it is important to study plant heat stress 
responses for the development of improved thermotolerant crops. 
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structures.  Other  heat‐induced  stress‐proteins  and molecules  include  antioxidant  enzymes  and 
secondary  metabolites,  which  detoxify  reactive  oxygen  species  [13,18],  as  well  as  compatible 
osmolytes for osmoregulatory functions [18,20]. Apart from the above‐mentioned cellular changes, 
























unknown,  this  sorghum variety  is  relatively more susceptible  to salt  [37] and drought  [38] stresses 
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and secreted proteins. For cell viability and gene expression analyses, samples were harvested in a time‐
course experiment at 0, 24, 48, and 72 h, and at 72 h for protein extraction. 
Arabidopsis  (Arabidopsis  thaliana var Erecta) cell suspension cultures available  in Dr. Stephen 
Chivasa’s laboratory, Durham University, UK, were maintained under continuous illumination at 22 
C  as described previously  [39]. The  cell  cultures were  subcultured  every  7 days, and  3‐day old 





using  the  3‐(4,5‐dimethylthiazolyl2)‐2,5‐diphenyltetrazolium  bromide  (MTT)  assay  as  described 
previously  [40].  Three  biological  replicate  8‐day  old  sorghum  and  3‐day  old  Arabidopsis  cell 





used  for  isobaric  tags  for  relative  and  absolute quantitation  (iTRAQ) analysis. Control and heat‐
stressed cell cultures were harvested after 72 h of heat stress  treatment and  filtered  through  four 
layers  of Miracloth.  Secreted  proteins  were  extracted  from  the  culture  medium  using  acetone 
precipitation and centrifugation techniques, followed by solubilisation in 9 M urea, 2 M thiourea and 




acetone  precipitated  and  processed  using  the  iTRAQ  Reagent‐Multiplex  Buffer  Kit  (AB  Sciex, 
Redwood City, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions, with minor modifications. 



















For  protein  identification  and  relative  quantification,  the  raw.wiff  data‐files were  processed 
against  the  UniProt  protein  sequences  of  Sorghum  bicolor  only  (downloaded  in May  2018)  using 
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cutoff  threshold  of  two‐fold was  applied  to  filter  the  dataset. We  further  applied  the  Benjamini–
Hochberg procedure with a stringent 1% significance level on the 265 identified proteins in order to 









Total RNA was  extracted  from  control  and  heat‐stressed  ICSB338  sorghum  cell  suspension 
cultures using the SpectrumTM Plant Total RNA Kit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) according 
to manufacturer’s instructions. Complementary DNA (cDNA) synthesis was performed on 1 μg total 
RNA  template using  the GoScript™ Reverse Transcriptase System  (Promega, Southampton, UK) 
according to the manufacturer’s instructions. The qRT‐PCR reaction mixtures were prepared using a 
20‐fold  dilution  cDNA  and  the  SensiFAST™  SYBR  No‐ROX  Kit  (Bioline,  Nottingham,  UK)  as 
described previously [38]. The qRT‐PCR reactions were run on a Corbett Rotor‐Gene 6000 (Qiagen, 
Cambridge, UK) using the previously described thermal cycling conditions [29]. All reactions were 
carried  out  for  four  biological  replicates,  each with  three  technical  replicates. Data  analysis was 
performed using the REST2009 software version 2.0.13 (Qiagen) with two sorghum genes, an EIF4a1 
Sb04g003390 [48] and an uncharacterized Sb03g038910 [49] used as constitutive reference controls. 
The  Student’s  t‐test  at  p    0.05 was  used  to  compare  the  gene  expression  fold  changes  using 
Microsoft Excel version 15.41. The gene specific primers of all targets were designed on the National 
Centre for Biotechnology Information (NCBI) database using the Primer‐BLAST software [50] and 
are  listed  in Supplementary Table S1. These  include  the  sorghum HSP90  (Sb07g028270)  [51] and 









MTT  assay. A moderate  but  significant  decrease  in  viability was  observed  in  the  heat‐stressed 
sorghum cell suspension cultures at 48 and 72 h  relative  to  the control at 0 h  (Figure 1a). As  this 
decline was modest and observed from 48 h of treatment, we performed a comparative heat stress 
experiment  using  a  heat‐sensitive  plant  species,  Arabidopsis  thaliana.  Arabidopsis  control  cell 
Proteomes 2020, 8, 29  5  of  19 
suspension cultures were kept at their normal growth temperature of 22 C, while heat stress was 
imposed at 40 C for 72 h. We observed a drastic decline in the viability of Arabidopsis cell suspension 
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confidence  in  protein  identification.  This  resulted  in  the  positive  identification  of  265  ICSB338 
sorghum secreted proteins (Table S2). 
For  the  quantitation  of  differentially  accumulated  proteins  in  response  to  heat  stress,  the 
abundance of proteins  in  the heat‐treated samples were computed as  fold change,  relative  to  the 
untreated controls. The data was statistically analyzed using a Student’s t‐test at p  0.05, resulting in 
the  identification of 100 heat stress  responsive sorghum secreted proteins  (Tables S3 and S4). We 
further  filtered  this dataset, only  retaining  those with a minimum  two‐fold change  in abundance 





SORBI_3003G427700. We  then  analyzed  the  primary  sequences  of  the  31  heat  stress  responsive 
proteins  for  the presence/absence of  signal peptides using SignalP data  available on  the Uniprot 
database. The results revealed that 84% of the proteins possessed a signal peptide, while the rest did 
not.  The  signal  peptide  data  predicted  that  the majority  of  the  identified  heat  stress  responsive 
sorghum proteins are  targeted to the secretory pathway  (endoplasmic reticulum‐Golgi apparatus‐
extracellular matrix). Alternative pathways for protein secretion are known to exist [54–57], though 
not  fully  understood.  An  application  of  the  Benjamini–Hochberg  procedure  [43,44]  to  the  265 
identified  proteins  with  a  set  false  discovery  rate  of  1%  resulted  in  the  identification  of  26 
differentially accumulated proteins in response to the heat stress (Table S5). Of these 26 proteins, 17 
had a minimum fold‐change of two and are highlighted in Table 1. 
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Table 1. List of differentially accumulated sorghum secreted proteins in response to heat stress. 
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We  also  observed  that  most  of  the  identified  heat  stress  responsive  proteins  (68%)  were 

















showing  the distribution of proteins  into  functional categories.  (b) The number of up‐ and down‐
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as the leucine‐rich repeat (SORBI_3005g126200), cysteine proteinase inhibitors (SORBI_3003G126800 and 
SORBI_3001G324800)  and  a  glycosyl  hydrolase  (SORBI_3002G055700)  were  also  up‐regulated  in 
response  to  the  heat  stress  treatment. Conversely,  the  expression  of  two  aspartic  peptidase  genes 
(SORBI_3003G419500 and SORBI_3003G419300) was suppressed as early at 24 h, reaching a dip at 72 

















the  occurrence  of  increasingly warmer  environmental  temperatures  [8].  Consequently,  research 
interest  in plant  stress biology has  increased, with  studies working  towards  the  identification of 
genes, proteins, and metabolites for improved thermotolerance in crops [24]. Despite these efforts, 
our knowledge on contributions of the plant secretome to heat stress response is limited [58], yet such 
proteins  participate  in  plant  growth  processes,  cell  signaling,  and  in  response  to  unfavorable 






deficiency  [61],  salicylic  acid  [42,62],  and  osmotic  stress  [38]. Others  have  used  cell  suspension 
cultures  of  pear  (Pyrus  communis)  [63],  sugarcane  (Saccharum  officinarum)  [64],  tobacco  (Nicotiana 
tabacum) [65], sunflower (Helianthus annuus) [58], and rice (Oryza sativa) [66] in heat stress research. 
Of these, only Gammulla et al. [66] investigated the intracellular protein changes of rice cell cultures 
using LC/MS‐MS, while Mita  et al.  [58]  studied both  intra‐  and  extra‐cellular protein  changes of 
sunflower  cultured  cells  using  35S‐methionine  protein  labelling,  gel‐based  protein  separation 
methods and Western blotting, without  the MS‐based  identification of  target proteins. Therefore, 
there  is  a  need  to  improve  our  understanding  of  plant  secretome  functions  during  heat  stress 
response. 
Estimates  of  cell  growth, membrane  integrity  and/or metabolic  activity  of  cell  suspension 
cultures during  heat  treatment  are proxies  of  cell  vitality  [63]. We  observed  relatively  high  and 




sorghum  cell  suspension cultures  to  investigate  changes  in gene expression and  secreted protein 
abundance in response to heat stress. 













study correlates well with known  transcriptional changes  in response  to heat stress and provides 
evidence that the imposed heat stress treatment modulates molecular processes. 
Plant cells also secrete proteins into the ECM in response to changing environments [38,42,61,62]. 
However,  there  are  two  critical  factors  that  should  be  considered when  reviewing  quantitative 
biological  data.  Modest  changes  in  gene  expression  and/or  protein  accumulation  may  have 
significant  biological  significance,  while  massive  activation  of  gene  expression  may  represent 
consequences rather than a cause for phenomena under investigation. Thus, we applied a two‐fold 
cut‐off threshold to filter our data (Table 1), but we have provided the entire dataset in Tables S3 and 
S4.  Only  follow‐up  genetic  experiments will  validate  biologically  relevant  proteins  rather  than 
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repeat  domain  containing  proteins  (Table  1). A minority  of  the  heat  stress  responsive  proteins 
including  Mn/Fe  superoxide  dismutase  and  purple  acid  phosphatase  lacked  predicted  signal 
peptides  (Table  1)  and  could  possibly  be  classified  as  leaderless  proteins  [35,54,56,57,69].  Signal 
peptide‐lacking purple acid phosphatases have previously been identified in a secretome analysis of 















showing  strong  probability  that  a majority  of  these  proteins  identified  at  72  h  post  heat  stress 
treatment are secreted via the classical pathway. However, proteomic studies of this nature should, 









results  in oxidative  stress, which  is detrimental  to  cell  structure  and  function  [75,76]. Our  study 









modification  and  turnover  of  signaling molecules  [78],  amongst  others.  The  significance  of  the 
identified carbohydrate metabolizing enzymes  in heat stress response  is still unclear and requires 
further  analyses  using metabolomics  and  gene  functional  studies. However,  glycosyl/glycoside 
hydrolases were similarly up‐regulated in a sorghum secretome study in response to osmotic stress 
[38], thus underscoring their importance in ECM responses to abiotic stresses. 
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Lipids  are  important  structural  components  of  biological  membranes  and  participate  in 
signaling  processes  in  response  to  biotic  and  abiotic  stresses  [79].  Three  GDSL/SGNH  domain 










The  third  functional  group  identified  in  our  study  consisted  of protein degradation‐related 
proteins (Figure 3a), with five peptidases and three protease inhibitors (Table 1). The plant ECM in 
known  to  contain  proteolytic  enzymes  [35,82]  and  the  rate  of  protein  degradation  in  biological 
systems is regulated by activities of proteases and their inhibitors [83]. Protein degradation plays a 
role  in  environmental  stress  response,  including  heat,  by  removing  abnormally 
folded/misfolded/aggregated proteins and those damaged by oxidative stress [83,84]. The identified 
proteases and  their  inhibitors could possibly  function  in regulating  the removal of heat/oxidative 
stress‐damaged proteins. Additionally, proteolysis is an important regulatory mechanism to activate 
peptide signals [85]. For example, small post‐translationally modified peptides require proteolytic 
processing  from precursor proteins  for  the generation of mature active  forms  [86,87]. Overall,  the 
presence of heat‐responsive peptidases and protease inhibitors in our study highlights the need for 
regulating protein turnover and/or activity during heat stress response. 






were up‐regulated  by heat  (Table  1). A  similar  lack  of  correlation  between gene  expression  and 
protein accumulation has been previously reported [88,89] with a number of possible scenarios to 
account  for  this  being  proposed  [90].  Because  protein  stability  and  turnover  are  controlled  by 
different cellular machineries, suppression of a critical component  responsible  for degradation of 
specific  proteins  could  lead  to  an  apparent  increase  in  protein  abundance  (when  it  is  increase 
stability) in the face of a real transcriptional suppression. The reverse is also true, when activation of 
gene  expression  does  not  result  in  increased  protein  abundance  due  to  increased  activity  in 
degradation of specific polypeptides. This underlines why it is important to validate transcriptomic 
data with protein measurements wherever possible. 
We  have  provided  the  entire  protein dataset  filtered  by  p‐value  (Tables  S3  and  S4)  and  an 





from  such  a  large  dataset  [44]. Overall,  the  different  expression  profiles  observed  in  our  study 








involved  in  heat  stress  response,  equivalent  information  on  the  plant  secretome  in  currently 
unavailable. Our study provides some insight into possible functions of sorghum secreted proteins 
in  ROS  detoxification,  carbohydrate,  and  lipid  metabolism,  as  well  as  proteolysis  under  high 
temperature  stress.  The  results  also  support  the  notion  that  elevated  temperatures  increase  the 
production  of  ROS,  whose  destructive  effects  are  minimized  by  various  antioxidant  enzymes. 
Carbohydrates and lipids, as integral components of cell walls and membranes, are also metabolized 
during heat  stress  response, possibly during  cell wall modification  and/or  recycling of  signaling 
molecules. Additionally,  the ECM  is  site  for  tightly  regulated  and  selective  protein degradation 
processes  facilitated  by  proteases  and  their  inhibitors. We  acknowledge  the  need  for  functional 
studies to ascertain the roles of these proteins/genes in heat stress response. Nonetheless, our study 
suggests  that  the  sorghum ECM  is  a  “gold mine”  for novel heat  stress markers  such  as  germin 
(SORBI_3003G427700),  which  is  highly  heat‐inducible  at  both  protein  and  gene  level. We  also 
acknowledge  that  the differentially accumulated proteins of  this study could be a combination of 
changes reflecting the consequences of heat stress, due to the observed reduction in cell viability at 
72 h and the protein changes enabling cells to survive heat. Therefore, proteomic analyses at multiple 
time‐points  during  the  stress  treatment  period  are  recommended.  Furthermore,  the  Benjamini–
Hochberg procedure could be applied in order to filter such large datasets prior to further analysis. 
Nevertheless,  our  study  has  provided data  for  other  researchers  in  the  field  to  select  candidate 
proteins  for  further  functional  validation  studies.  Some  of  the  identified  sorghum  target 
proteins/genes could be important in the genetic improvement of crops for enhanced heat tolerance. 
Supplementary Materials:  The  following  are  available  online  at www.mdpi.com/xxx/s1,  Table  S1:  List  of 
sorghum primer  sequences used  in  gene  expression  analysis, Table  S2: Details of proteins  identified  in  the 
extracellular matrix  of  ICSB338  sorghum  cell  suspension  cultures,  Table  S3: Details  of  the  100‐heat  stress 
responsive  ICSB338  sorghum  secreted proteins, Table S4: List of all 100 differentially accumulated  sorghum 
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